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摘要 ”云南 红豆 杉 (Taxus yunnanensis) 的 嫩 枝 外 植 体 在 含有 2,4-D, NAA 和 KT 的 6,7-V 培养 基 
上 产生 了 愈 伤 组 织 , 进 … 步 分 化 出 芋 , 殴 长 成 嫩 枝 后 转移 到 含 IBA 或 IBA 和 6-BA 的 White 培养 
基 上 分 化 出 根 , 形成 再 生 小 植株 , 再 生 植 株 的 移 栽 容易 成 活 。 本 研究 为 云南 红豆 杉 的 快速 繁殖 提 
供 了 方法 。 
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TISSUE CULTURE AND PLANT REGENERATION OF 
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Abstract The explants taken from young stems of Taxus yunnanensis produced calli on 6,7~V 
medium supplimented with 2,4-D, NAA and KT. The calli in this medium could differentiate 
buds. When young stems were transferred onto White medium containing IBA or IBA and 6—BA, 
they differentiated roots and formed regenerative plants. Those plants which were transplanted 
were easy to survive. This study provides a method of rapid propagation for Taxus yunnanensis. 
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去 南 红 辟 杉 (Taxus yunnanensis) 属 红豆 杉 科 (Taxaceae) 红 豆 杉 属 (Taxus) 植 物 , 分 布 于 云南 西北 部 及 西 
部 、 四 川西 南部 和 西藏 东南 部 , 生 于 海拔 2 000~3 500 m 高 山地 带 ( 中 国 植 物 志 编 辑 委 员 会 , 1978)。 红 豆 杉 
属 植物 所 含 抗 况 药物 紫杉醇 (taxobD) 的 开发 , 在 推动 了 对 红豆 杉 属 植 物 研 究 的 同时 也 3 引发 了 对 该 属 植物 野生 
资源 的 破坏 。 据 报道 ( 赵 奇 治 等 , 1995), 一 些 地 方 云 南 红豆 杉 的 野生 资源 已 经 湛 临 灭绝 。 目 前 保护 资源 和 扩 
大 药 源 的 当务之急 是 发 展 天 然 资 源 。 由 于 云南 红豆 杉 的 天 然 更 新 和 播种 育苗 都 非常 困难 (四 川 植物 志 编 辑 
委员 会 , 1983), 云南 红豆 杉 的 无 性 繁殖 受到 重视 , 在 插播 繁殖 上 已 有 一 些 成 功 的 经 验 ( 尹 嘉庆 等 , 1995; 马 小 
军 等 , 1995)。 本 文 就 组 织 培养 技术 在 云南 红豆 杉 无 性 繁殖 中 的 应 用 作 了 一 些 研 究 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 外 植 体 、 灭 菌 方法 和 培养 条 件 

外 植 体 以 新 生 的 嫩 枝 , 取材 时 间 一 般 在 8 月 份 , 其 天 然 生境 位 于 四 川 省 西昌 市 螺 吉 山 , 海拔 3 000 m, 阴 

材料 用 清水 漂洗 后 在 净化 工作 台 内 灭 菌 。 先 用 70% 的 乙醇 浸泡 约 30 s, 无 菌 水 清洗 3 次 , 再 用 0.1% 的 
HgCl, 浸泡 $~ 8 min, 无 菌 水 清洗 3 一 5 次 , 然后 用 无 菌 恋 纸 吸 去 材料 表面 水 并 切 去 材料 下 表面 即 可 转 接 在 
培养 基 上 。 

培养 室温 度 25+ 2C ,光照 强度 1$00 一 2000 lx, 光照 时 间 10 h / d。 
1.2 培养 基 

M: 6.7-V+2,4-D 2.0mg/L+NAA 1.0 mg /L+KT 0.25 mg /L+LH( 水 解 乳 蛋白 )2000 mg/L 

M,: White+6-BA 2.0 mg/L+IBA0.5 mg/L+AC( 活 性 炭 ) 2000 mg /Li+Ca (NO) ,* 4H,O 100 
mg/L 

M;: White+IBA 0.5mg/L+AC2000 mg/L+Ca (NO,) ,* 4H,O 100mg/L 

3 种 培养 基 的 pH 值 为 $.8 一 6.0, 琼脂 粉 (agarose power)7g /L, 蔗糖 (sucrose) 30g/L. 
1.3 再 生 植 株 的 移 栽 

再 生 植 株 的 根 长 至 2 cm 时 , 将 瓶 移 到 同 外 界 气 温 一 致 的 室内 靠 窗 处 接受 自然 光 , 并 让 下 午 4 时 以 后 的 
阳光 直接 照射 再 生 植 株 , 约 3~5S5d 后 将 植株 自 瓶 内 取出 , 放 盛 水 盘 内 置 1 一 2 d 即 可 移 栽 。 

移 栽 基质 : 新 鲜 黄 沙 (页 岩 ) 和 记 兹 按 2 : 1 比例 混和 。 


2 结果 


2.1 愈 伤 组 织 的 诱导 

云南 红豆 杉 嫩 枝 在 Mi 培养 基 上 15 d 后 开始 形成 愈 伤 组 织 (图 版 I: 1), 30 d 后 愈 伤 组 织 直 径 达 1 一 2 
cm， 愈 伤 组 织 诱 导 率 为 93%。 在 M, 培养 基 上 30 d 后 开始 形成 愈 伤 组 织 , 60d 后 愈 伤 组 织 直 径 约 1 cm, 愈 
伤 组 织 诱导 率 为 86%。 最 初 形成 的 人 钝 伤 组织 为 灰白 色 , 随 着 愈 伤 组 织 的 增 大 , 先期 形成 的 愈 伤 组 织 颜 色 渐 
由 灰白 色 变 为 棕色 。M; 培养 基 上 的 愈 伤 组 织 颜 色 较 深 , 结构 较 致 窗 , 生长 较 快 。M, 培养 基 上 的 愈 伤 组 织 ， 
一 部 分 颜色 很 深 , 结构 很 致密 , 生长 特别 慢 , 另 一 部 分 颜色 较 浅 , 结构 较 分 散 , 生 长 较 慢 。 

针 叶 在 M, 和 M, 培养 基 上 都 能 诱导 出 愈 伤 组 织 , 30 d 后 长 至 直径 2 mm, 诱导 率 M 培养 基 上 为 85%， 
M, 培养 基 上 为 95%。 愈 伤 组 织 颜 色 为 深 棕色 , 非常 致密 ,生长 缓慢 。 

光 培 养 和 上 暗 培 养 的 差异 , 会 影响 愈 伤 组 织 的 结构 、 生 长 和 分 化 。 在 光 培 养 下 , 愈 伤 组 织 的 结构 致密 , 生 
长 较 慢 , 易 再 分 化 村 和 根 ; 在 暗 培养 下 , 愈 伤 组 织 的 结构 分 散 , 生长 较 快 , 不 能 再 分 化 靳 , 难 再 分 化 根 。 

LH 主要 影响 愈 伤 组 织 的 分 化 率 和 生长 速度 , 如 在 去 LH 的 Mi 培养 基 上 培养 云南 红豆 杉 ，30 d 后 愈 
伤 组 织 直 径 0.$~ cm， 愈 伤 组 织 诱 导 率 55%。 
2.2 植株 的 再 生 

2.2.1 全 的 分 化 ”材料 在 Mi 培养 基 上 培养 60 d 后 开始 从 愈 伤 组 织 上 再 分 化 萄 或 者 在 材料 基部 长 出 不 
定 芋 (图 版 工 : 2,4), 分 化 率 为 30%, 在 M, 培养 基 上 培养 没有 见 到 愈 伤 组 织 再 分 化 梓 , 一般 培养 20 d 后 腋 芋 
开始 萌动 。 两 种 培养 基 上 形成 的 新 栓 生 长 都 很 慢 , 区 形成 40 d 后 才 长 约 5 cm。 

M,、M ;培养 基 上 加 AC 是 为 了 减少 褐 变 。 木 本 植物 组 织 培养 时 , 常会 发 生 外 植 体 的 褐 变 。 云 南 红豆 
杉 嫩 梳 在 MS、B; 和 White 等 培养 基 上 培养 , 祝 变 都 非常 严重 , 造成 叶片 脱落 、 生 长 缓慢 , 甚至 整个 材料 枯 
死 。 在 接种 时 以 过 汗 灭 酝 的 半 胱 气 酸 或 抗坏血酸 等 抗 氧 化 剂 浸 泡 材 料 或 在 液 内 切割 材料 , 效果 都 不 明显 。 
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在 培养 基 中 加 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 PVP) 也 设 有 明显 作用 。 在 White 培养 基 内 添加 AC 效果 很 好 , 褐 变 率 从 不 
加 AC 的 100% 降 到 加 AC 的 30% 以 下 。 在 无 激素 和 LH 的 6,7-V 基本 培养 基 上 也 产生 褐 变 , 但 在 加 了 激 
素 和 LH 的 Mi 培养 基 上 则 褐 变 很 轻 , 虽 没 有 加 AC, 细胞 仍 能 生长 、 分 化 。 

在 White 培养 基 上 培养 的 云南 红豆 杉 , 材料 大 都 生长 点 枯死 , 叶 尖 或 缘 变 黄 皱 缩 , 如 在 培养 基 内 加 100 
mg/L Ca (NO;) ;，4H2O, 这 种 现象 基本 上 就 没有 了 , 说 明 White 培养 基 内 含 的 钙 元 素 不 能 满足 植物 
正常 生理 活动 所 需 , 上 述 不 正常 现象 正 是 缺 钙 所 和 致 (江苏 农学 院 主编 , 1986)。 

2.2.2 根 的 分 化 ”切取 2~3 cm M 培养 基 上 再 分 化 的 或 M, 培养 基 上 萌发 的 嫩 枝 分 别 在 M, 和 M; 培 
养 基 上 培养 。 在 M, 培养 基 上 形成 的 愈 伤 组 织 , 一 部 分 是 较 分 散 的 , 不 易 再 分 化 形成 根 , 另 一 部 分 是 较 致 密 
的 ,容易 再 分 化 形成 根 。 后 一 部 分 愈 伤 组 织 培养 约 50 d 后 长 出 根 , 根系 发 达 , 每 株 有 2 一 $ 条 根 , 总 的 生根 率 
60%。 在 M; 培养 基 上 培养 30 d 后 形成 致密 色 次 生长 慢 的 愈 伤 组织 , 45 d 后 长 出 根 , 根系 发 达 , 每 株 有 3 一 
5 条 根 , 生根 率 8$%。 根 的 生长 很 快 , 20 d 后 长 可 达 10 cm。 

从 解剖 结构 的 观察 , 根 都 是 钝 伤 组 织 再 分 化 而 来 的 , 还 没有 观察 到 直接 从 嫩 枝 的 形成 层 长 出 的 不 定 根 ， 
那么 , 根 与 茎 的 维 管 系 统 是 否 相通 呢 ? 将 瓶 内 的 再 生 植 株 取出 , 一 部 分 根 容易 磁 落 , 一 般 长 到 2 cm 的 根 就 不 
多 脱落 了 。 剂 面 结构 表 明 , 根 蕉 维 管 系统 相通 的 植株 的 根 不易 磁 落 。 刚 形成 的 根 在 两 个 系统 间 尚 设 有 明显 
的 通道 , 说 明 两 个 系统 连 成 一 个 整体 是 一 个 渐进 的 过 程 。 两 个 系统 是 否 相通 对 移 栽 的 成 活 率 影响 较 大 , 相 
通 的 植株 才能 保证 移 栽 成 活 。 

云南 红 囊 杉 根 的 分 化 比较 容易 , 这 一 点 在 插播 繁殖 上 也 表现 出 来 。 当 年 生 已 木质 化 的 嫩 枝 在 沙 与 坚 石 
相等 比例 混和 的 基质 上 插 插 , 时 间 为 8 月 份 , 3 个 半月 后 生根 率 为 80%, 每 株 有 2 一 5 条 根 。 

M2、Mi 培养 基 上 叶片 的 培养 也 能 生根 (图 版 工 : 3), 生根 率 为 23%, 生根 时 间 为 60 d, 每 片 叶 有 1 条 
根 。 

2.3 再 生 植 株 的 移 栽 

再 生 植 株 经 锻炼 后 在 培养 室 的 移 栽 成 活 率 为 85%, 移 栽 10 d 后 开始 抽 梢 , 15 d 后 从 基质 内 取出 观察 ， 
植株 的 根 已 有 新 的 长 出 。 

移 栽 的 再 生 植 株 新 抽 的 梢 常 失 绿 变 为 黄白 色 。 叶 面 喷 以 0.5% 的 FeSO,, 变色 的 新 梢 一 周 后 就 基本 恢 
复 正常 , 说 明 土 壤 没 能 满足 植物 正常 生理 活动 所 需 的 铁 元 素 , 针 叶 变 黄白 色 就 是 植物 缺 铁 的 表现 (江苏 农学 
院 主编 , 1986)。 

3 讨 论 

云南 红豆 杉 紫 杉 醇 含量 的 单 株 差异 较 大 , 可 达 约 10 倍 (项 伟 等 , 1997), 红豆 杉 属 其 他 植物 也 存在 这 种 差 
异 (Wheeler et al，1992), 这 种 差异 表明 种 内 就 紫杉醇 含量 而 言 有 优良 的 品种 或 者 单 株 的 存在 , 如 果 筛 选 到 
优良 单 株 , 通过 无 性 繁殖 形成 优良 无 性 系 将 具有 重要 的 价值 ,组 织 培养 再 生 植株 在 无 性 快 繁 上 具有 优势 。 
美国 宾 州 大 学 国家 天 然 产物 技术 开发 中 心 已 第 选 出 高 产量 红豆 杉 品种 , 正大 规模 种 植 ( 刘 涤 等 , 1997)。 

我 国 红豆 杉 组 织 启 养 的 研究 , 目前 主要 集中 于 愈 伤 组 织 诱 导 以 及 外 界 条 件 对 增加 紫杉醇 含量 的 影响 等 
始 发 性 的 工作 ( 刘 涤 等 , 1997)。 国 外 在 细胞 培养 方面 的 研究 较 多 (Shuler，1994; Christen et al，1991; 
Japan，1994), 但 培养 细胞 生长 慢 且 紫杉醇 含量 低 , 要 达到 利用 红豆 杉 细胞 培养 技术 生产 紫杉醇 的 目标 仍 困 
难 重 重 。Chee(1995) 报 道 经 合子 胚 形成 再 生 植 株 , 营养 器 官 组 织 培养 再 生 植株 方面 的 研究 , 目前 尚未 见报 道 
(Jaxiri et cf，1996), 这 可 能 与 红豆 杉 属 植物 易 褐 化 和 生长 慢 有 关 。 

本 文 列 出 的 3 种 培养 基 , 云南 红豆 杉 在 它们 上 培养 表现 不 一 。 从 组 织 培 养 再 生 植 株 角度 考虑 , M| 培养 
基 用 于 愈 伤 组 织 的 诱导 , M, 培养 基 用 于 促进 腋 伞 的 萌发 , M; 培养 基 用 于 根 的 分 化 。 

再 生 植 株 根 的 分 化 和 移 栽 成 活 都 比较 容易 。 人 夷 的 分 化 和 腋 茸 的 萌发 较 慢 , 尚 需要 进一步 的 广泛 研究 ， 
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这 是 植物 快 繁 中 最 能 反映 速度 的 环节 。 

从 结构 和 生长 的 特点 可 以 将 愈 伤 组 织 分 为 3 类 : (1) 结构 很 致密 , 生长 很 慢 , 易于 诱导 根 的 再 分 化 。(2) 
结构 较 致密 , 生长 较 快 , 易于 诱导 区 的 再 分 化 。(3) 结构 分 散 , 生长 较 慢 , 这 类 愈 伤 组 织 在 M, 培养 基 上 形 
成 ， 将 其 转 入 Mi 培养 基 上 培养 ， 新 形成 的 愈 伤 组 织 为 白色 ， 结 构 分 散 ， 且 生长 加 快 ， 可 能 是 细胞 悬浮 培 
养 的 好 材料 。 

人 钝 伤 组 织 颜 色 为 棕色 (图 版 I: 1~2, 9), 这 与 材料 的 褐 变 是 否 有 关 ? 刚 形成 的 愈 伤 组 织 为 白色 , 随 着 培养 
时 间 的 增加 颜色 加 次 , 但 愈 伤 组 织 仍 能 生长 , 分 化 村 和 分 化 根 , 说 明 即 使 有 褐 变 , 细胞 的 发 育 仍 能 正常 进行 ， 
愈 伤 组 织 的 植株 再 生 也 能 正常 完 

本 研究 为 云南 红豆 杉 的 无 性 快 繁 提供 了 一 种 方法 , 为 云南 红豆 杉 的 工厂 化 育苗 黄 定 了 基础 , 但 在 以 全 
紫 芋 等 方面 尚 需 深 入 研究 , 只 要 达到 繁殖 中 的 “ 快 ” 就 能 在 发 展 资源 和 扩大 药 源 上 得 到 广泛 的 应 用 。 


致谢 ”本文 承蒙 下 文采 先生 的 指正 及 修改 。 
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图 版 说 明 Explanation of Plate 


1. 愈 伤 组 织 ; 2. 愈 伤 组 织 分 化 的 节 ; 3. 叶片 分 化 的 根 ; 4. 不 定 芽 ; 5. 愈 伤 组 织 分 化 的 根 ; 6,7. 再 生 植株 
1. Caullus; 2. Buds differentiated from callus; 3. Roots differentiated from leaves: 4. Adventitious buds: 5. Roots 


differentiated from callus; 6,7. Regenerative plants 


王 求 等 :云南 红豆 静 的 组 织 培养 及 植株 再 生 图 上 服 ] 


Wang Shui er al: Tissuc Culture and Plant Regeneration of 


Taxus yunnanensts Plate J 
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